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摘要 目的 ;构建 携带 人 SP-B 蛋白 +1580 SNP 不 同等 位 基因 的 转基因 小 鼠 并 进行 
细菌 性 肺炎 模型 的 造 模 。 方 法 : 利用 受精 卵 原核 注射 技术 将 hSP-B 基因 整合 至 小 
鼠 染 色 体 上 获得 Pu 代 小 鼠 ， 将 其 与 mSP-B 基因 敲 除 鼠 进行 交配 ， 逐 步 去 除 转 基 
因 小 鼠 体 内 mSP-B 基因 。 利 用 PCR 技术 鉴定 小 鼠 基因 型 ， 通 过 测序 确定 +1580 位 
点 的 等 位 基因 ,将 铜绿 假 单 胞 菌 经 支气管 灌注 接种 至 小 鼠 肺 内 进行 细菌 性 肺炎 造 
模 ， 对 照 组 注射 等 量 灭 菌 生理 盐水 。 结 果 : F, 代 小 鼠 只 表达 人 SP-B 蛋白 而 不 表 
达 鼠 SP-B 蛋白， 蛋白 表达 量 与 人 肺 内 含量 相近 ， 即 为 构建 成 功 的 转基因 小 鼠 。3 
个 小 鼠 家 系 +1580 位 点 等 位 基因 为 T，1 个 家 系 为 C。 细 菌 接种 后 24 小 时 ， 小 鼠 
肺泡 内 炎症 渗 出 明显 ， 大 量 中 性 粒 细胞 温润 ，SP-B 蛋白 含量 明显 降低 ， 但 不 同 
等 位 基因 间 无 明显 差异 。 结果: 成 功 构建 只 表达 人 SP-B 蛋白 的 转基因 小 鼠 模 型 ， 
细菌 性 肺炎 模型 造 模 成 功 ， 为 今后 进一步 研究 人 SP-B 蛋白 的 生理 功能 及 +1580 
基因 多 态 性 与 肺 疾病 的 关系 提供 了 有 力 的 工具 。 


关键 词 : SP-B 蛋白 : SNP: 转基因 小 鼠 : 细菌 性 肺炎 


人 表面 活性 蛋白 B (Human surfactant protein B，hSP-B) 是 由 肺泡 II 型 
上 皮 细 胞 分 泌 到 肺泡 表面 的 一 种 疏水 性 蛋白 质 , 其 主要 生理 功能 是 形成 肺泡 表面 
的 磷脂 单 分 子 层 ， 降 低 肺 泡 的 表面 张力 ， 防止 肺泡 塌陷 从 而 维持 正常 的 呼吸 功能 
"。 研 究 已 经 显示 很 多 肺 部 的 疾病 的 发 生 、 发 展 与 SP-B 基因 多 态 性 相关 ， 如 早 
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SP-B 蛋白 由 位 于 人 类 2 号 染色 体 的 SFTPB SEA IWS, 基因 长 度 约 9. 5kb, 包 
含 11 个 外 显 子 。 成 熟 的 基因 产物 由 其 前 体 蛋 白 pro-SP-B 裂解 而 来 ， 包 含 79 个 
氨基 酸 残 基 , 分 子 量 约 8kD””。 现 有 的 文献 已 经 报道 了 很 多 与 呼吸 系统 疾病 相关 
的 基因 变异 ， 如 SP-B cDNA 第 121 个 密码 子 由 GAA BRAN CAA 与 新 生 儿 肺泡 蛋白 
沉积 症 密切 相关 ， 受 累 的 婴儿 往往 死 于 新 生 儿 肺泡 蛋白 沉积 症 和 SP-B RE. 
据 估计 ， 这 种 基因 突变 的 频率 在 个 体 中 约 为 0.1%”。 另 外 ， 发 现 于 SP-B 外 显 子 
4 的 1 个 碱 基 的 缺失 (1553delT) 造成 了 基因 读 码 框 的 改变 导致 重 白 翻 译 前 提 终 
止 于 外 显 子 6。 携 带 这 种 突变 基因 的 婴儿 出 生 后 不 久 便 会 死亡 ， 因 为 他 们 不 能 产 
生成 熟 的 SP-B 蛋白 ”“。 类 似 的 基因 变异 还 包括 位 于 外 显 子 7 的 C236T、457delC 
和 外 显 子 5 AY G4A79T" 
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目前 发 现 位 于 SP-B 基因 1580 RARER ASE (SNP, rs11130866) 
与 pro-SP-B 蛋白 的 翻译 后 N- 糖 基 化 修饰 有 关 。 等 位 基因 了 与 C 的 转换 可 以 造成 
位 于 糖 基 化 位 点 识别 序列 中 的 第 131 个 氨基 酸 由 苏 氨 酸 转 变 成 异 亮 氮 酸 , 从 而 影 
响 pro-SP-B 蛋白 的 加 工 、 分 泌 和 稳定 性 , 降低 细胞 内 成 熟 SP-B 蛋白 的 含量 “”。 


在 本 研究 中 ， 我 们 构建 了 人 SP-B (human SP-B, hSP-B) 蛋白 转基因 老鼠 。 
这 些 hSP-B 转基因 小 鼠 携带 有 人 SP-B 基因 的 C 或 T 等 位 基因 而 不 表达 鼠 
SP-B (mouse, mSP-B) 基因 。 我 们 的 结果 显示 人 SP-B 基因 在 转基因 小 鼠 体内 可 以 正 
常 表达 。 与 携带 T 等 位 基因 的 转基因 小 鼠 相 比 ， 携 带 有 C 等 位 基因 的 小 鼠 有 具有 更 
大 的 肺泡 空间 。 我 们 用 铜绿 假 单 胞 菌 (P. aeruginosa) 感染 小 鼠 制 造 了 肺炎 模型 。 
与 对 照 组 相 比 , 肺炎 组 肺泡 表面 活性 蛋白 的 表达 量 明显 降低 (p<0. 01), 但 在 等 位 
基因 C 组 与 7 组 之 间 并 未 有 统计 学 差异 。 


1 材料 与 方法 
1. 1 实验 动物 


本 研究 中 用 到 的 野生 型 WT)〉FVB/AN 小 鼠 购 自 美 国 Jackson 实验 室 ，mSP-B 
FEA RAL CKO) 小 鼠 由 美国 Samuel Hawgood 博士 友情 赠送 ，hSP-B 转基因 小 


鼠 通 过 显 微 注 射 的 方式 构建 ， 方 法 同 前 期 发 表 的 文章 ””。 所 得 小 鼠 为 Founder 
Nb (TG Fo) 。 所 有 小 鼠 的 饲养 均 在 美国 SUNY Upstate Medical University 
动物 中 心 完成 。 


1.2 hSP-B 转基因 小 鼠 纯 合子 品系 的 建立 


本 研究 将 构建 出 携带 有 人 SP-B 基因 ChSP-B) +1580 多 态 位 点 C 等 位 基因 或 
T 等 位 基因 而 不 表达 鼠 SP-B 基因 (mSP-B) 的 人 源 化 转基因 小 鼠 进行 后 续 的 研究 。 
该 人 源 化 转基因 小 鼠 的 建立 是 通过 将 TG F, 转 基因 小 鼠 与 KO 小 鼠 进行 交配 逐步 
去 除 mSP-B 基因 的 表达 ， 交 配 流程 见 图 1 。 


1.3 转基因 小 鼠 基 因 型 的 鉴定 


当 小 鼠 的 人 SP-B 基 因 阳 性 而 鼠 SP-B 基 因 阴 性 时 定义 为 正确 人 源 化 的 转基因 
小 鼠 。 剪 取 新 生 小 鼠 的 尾巴 0. 5 1. 0cm， 利 用 DNA 纯化 试剂 盒 (QIAGEN) 提取 基 
因 组 DNA， 利 用 Nano Drop 进行 定量 。 以 纯化 后 的 DNA 为 模版 分 别 扩 增 人 SP-B 
和 上 鼠 SP-B 基因 片段 ，PCR 反应 条 件 为 95C 变 性 40 秒 ，58'C 退 火 40 PD, 68°C HE 
伸 40 秒 ， 共 35 个 循环 。 循 环 结束 后 ，68C 延 伸 7 分 钟 ， 反 应 结束 。PCR 产物 通 
过 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 ，EB 染色 ， 钞 胶 成 像 仪 观察 电泳 结果 。 


为 了 鉴定 +1580 位 点 的 多 态 性 等 位 基因 ， 以 正确 人 源 化 的 转基因 小 鼠 基 因 组 
DNA 为 模版 ， 扩 增 全 长 hSP-B 基因 (High Fidelity PCR kit，Roche, ) 。 将 PCR 


产物 送 至 Core Facility (SUNY Upstate Medical University) 测序 。 


1.4 转基因 小 鼠 BALF 中 肺泡 表面 蛋白 表达 的 鉴定 


利用 western blot 方法 鉴定 转基因 小 鼠 肺 泡 内 hSP-B 的 表达 情况 。 选 取 8 
至 12 周 的 hSP-B 小 鼠 ， 异 氟 醚 麻醉 后 用 1. Om] 灭 菌 的 PBS 缓冲 液 分 2 次 进行 肺 
泡 灌 洗 ， 灌 洗 液 的 总 蛋白 含量 通过 BCA 分 析 试 剂 盒 进行 定 量 。 将 10 ng 的 总 蛋白 
用 12%SDS-PAGE 凝 胶 进 行 分 离 ， 以 人 BALF 作为 阳性 对 照 。 电 泳 结束 后 将 蛋白 转 
印 至 0.2 um fy PVDF 膜 上 ， 利 用 SP-B 抗体 (Santa Cruz) 进行 鉴定 。 
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1.5 组 织 学 与 细胞 学 分 析 


为 了 观察 hSP-B 转基因 小 鼠 肺 组 织 结构 和 II 型 肺泡 上 皮 细 胞 的 定位 情况 ， 
选取 8 12 周 小 鼠 的 肺脏 用 10% 的 福 尔 马 林 溶液 灌注 、 固 定 ， 然 后 石蜡 包 埋 。 将 
组 织 块 切割 为 5um 厚度 的 薄片 ， 用 hematoxylin and eosin kit 和 ABC kit 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) 进行 染色 ，SP-B 抗体 用 来 鉴定 肺 组 织 
切片 中 的 II 型 肺泡 上 皮 细 胞 。 


1.6 铜绿 假 单 胞 菌 肺炎 模型 的 建立 


为 了 进一步 鉴定 转基因 小 鼠 肺 组 织 表 达 的 人 SP-B 蛋白 的 功能 ， 课 题 组 建立 
了 铜绿 假 单 胞 菌 肺炎 模型 。 将 50n 1 菌 液 (10”CFU) 经 气管 灌注 入 小 鼠 肺 内 ， 对 
照 组 灌注 相同 体积 的 灭 菌 生理 盐水 。24 小 时 后 处 死 小 鼠 ， 收 集 BALF 检测 总 蛋白 
含量 、hSP-B 含量 及 CFU; 或 者 固定 肺 组 织 观察 组 织 学 的 改变 。 


1.7 统计 学 分 析 


本 课题 所 有 实验 均 重 复 3 次 以 上 。Western blot 实验 条 带 利 用 Quantity One 
(version 4. 6. 1) 软件 进行 定量 。 统 计 学 分 析 利 用 SigmaStat (version 3. 5) 软件 
完成 。 组 间 差 异 采 用 t 检验 或 方差 分 析 ，P 二 0.05 有 统计 学 意义 。 


2 实验 结果 


2.1 人 SP-B-C 与 SP-B-T 转基因 上 鼠 的 构建 及 基因 型 鉴定 


为 了 构建 人 SP-B 转基因 鼠 ， 我 们 将 人 SP-B 基因 的 cDNA 序列 克隆 至 SV40 
载体 ， 并 将 重组 质粒 通过 显 微 注射 的 方式 植 入 FVB/N 野生 小 鼠 的 受精 卵 。 通 过 
PCR 检测 得 到 的 阳性 小 鼠 为 记 代 的 转基因 鼠 , 最 终 共 得 到 4 个 家 系 (编号 为 2004、 
2007、2012 和 2059) 。 


为 了 逐步 去 除 小 鼠 SP-B 基因 ， 我 们 将 Fu 代 的 转基因 鼠 反 复 与 SP-B FE Alay 
BE CKO) 小 鼠 进行 交配 〈 图 1A) 以 逐步 去 除 鼠 SP-B 基因 。 剪 取 新 生 小 鼠 尾巴 提 
取 基 因 组 DNA， 通 过 PCR 技术 分 别 检测 人 SP-B CA Bk EA 577bp) All, SP-B 
的 基因 (片段 长 度 为 279bp) 表达 情况 (图 1B), AME A EAA SP-B 基因 的 
转基因 小 鼠 ， 即 我 们 需要 构建 的 人 源 化 的 SP-B 转基因 鼠 模型 。 
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在 人 SP-B 基因 的 第 1580 个 核 苷 酸 〈 位 于 第 四 个 外 显 子 内 ) 存在 一 个 T/C 
的 多 态 性 位 点 ,造成 编码 的 氨基 酸 由 苏 氨 酸 替换 为 异 亮 氨 酸 。 已 经 有 文献 报道 等 
位 基因 C 相 比 于 等 位 基因 T 具有 更 高 的 ARDS 的 发 病 率 ””。 通 过 测序 ， 在 我 们 得 
到 的 4 个 家 系 中 ，3 个 家 系 ( 编 号 2004，2007， 和 2059) 的 该 多 态 性 位 点 处 为 
等 位 基因 T，1 SRA (Has 2012) 为 等 位 基因 C (图 1C) 。 


A Fo KO 
(mSP-B +) (mSP-B -) C 
hSP-B + hSP-B 
Founder No. Allele 
2004 it 
2007 T 
(hSP-B +) 
2012 € 
2059 T 
B 123 45 678910 + - 
hSP-B 
mSP-B 


Genotype F, F, KO F, F, F Fi F, WT WT 


图 1 人 SP-B-C 与 SP-B-T 转基因 鼠 的 构建 及 基因 型 鉴定 A) 人 源 化 SP-B 转基因 鼠 构建 流程 


Bl; B) PCR 法 鉴定 小 鼠 基 因 型 ; C) 转基因 小 鼠 SP-B +1580 位 点 的 等 位 基因 。 


Fig. 1 Construction and genotyping of hSP-B transgenic mice A) The hSP-B transgenic 
mice were obtained by mating F, mice with KO mice. B) The mice genotypes were 


identified by PCR. C) The polymorphism allele in SP-B gene. 


2.2 转基因 小 鼠 的 肺 组 织 形 态 学 和 人 SP-B 蛋白 表达 分 析 


我 们 将 得 到 的 4 个 家 系 的 转基因 小 鼠 肺 组 织 进行 固定 后 切片 ， 通 过 HE 染色 
和 免疫 组 化 技术 观察 肺泡 结构 。 亚 染色 显示 4 个 家 系 的 转基因 小 鼠 都 具有 正常 
的 肺泡 结构 , 然而 携带 等 位 基因 C 的 小 鼠 相 比 携带 等 位 基因 T 的 小 鼠 具 有 更 大 的 
肺泡 直径 ， 但 在 生理 功能 和 生物 学 行为 上 并 未 表现 出 明显 差异 (图 2A) 。 在 免 


疫 组 化 检测 中 , 我 们 用 特异 性 识别 人 SP-B 蛋白 的 抗体 检测 分 泌 SP-B 蛋白 的 肺泡 
II 型 上 皮 细 胞 ,结果 显示 4 个 转基因 小 鼠 品 系 均 检测 到 阳性 肺泡 II 型 上 皮 细 胞 
(图 2B8〉。 携 带 等 位 基因 C 的 转基因 小 鼠 单个 肺泡 含有 更 多 的 肺泡 II 型 上 皮 细 
胞 ， 也 许 这 也 是 造成 该 品系 小 鼠 肺 泡 直径 较 大 的 原因 。 


为 了 检测 转基因 小 鼠 肺 组 织 中 人 SP-B 蛋白 的 表达 情况 ， 我 们 对 4 个 家 系 的 
转基因 小 鼠 样 本 进行 肺泡 灌 洗 ， 利 用 western blot 的 方法 检测 肺泡 灌 洗 液 中 
SP-B 的 含量 ， 阳 性 对 照 为 人 的 肺泡 灌 洗 液 。 结 果 显 示 4 个 家 系 的 转基因 小 鼠 的 
肺泡 灌 洗 液 中 均 含 有 丰富 的 SP-B EA, ER Ae A Pe OC H ad E 

(图 2C) 。 


以 上 结果 显示 ， 我 们 构建 的 人 转基因 小 鼠 中 人 SP-B 基因 表达 正常 ， 我 们 的 
人 源 化 的 SP-B 小 鼠 模 型 构建 成 功 , 可 以 作为 进一步 研究 人 SP-B 蛋白 的 结构 和 功 
能 的 动物 模型 。 
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图 2 转基因 小 鼠 的 肺 组 织 形态 学 和 人 SP-B 蛋白 表达 分 析 AD 转基因 小 鼠 的 肺 组 织 结构 ; B) 
转基因 小 鼠 的 肺泡 II 型 上 皮 细 胞 《箭头 所 示 ) ;C) 转基因 小 鼠 BLAF 中 SP-B 蛋白 含量 。 


Fig. 2 Lung histology and hSP-B expression in hSP-B TG mice. A) Lung tissue structure. 
B) Alveolar type II epithelia cells (shown by arrows).C) hSP-B expression in BALF 


of F, mice. 


2.3 人 SP-B 转基因 小 鼠 细菌 性 肺炎 模型 的 建立 及 鉴定 


为 了 进一步 研究 携带 不 同等 位 基因 的 SP-B 蛋白 在 肺 部 疾病 中 可 能 发 挥 的 生 
理 病理 功能 ， 我 们 利用 构建 好 的 人 SP-B 蛋白 转基因 小 鼠 构 建 了 肺炎 模型 。 我 们 
将 铜绿 假 单 胞 画 PA01 菌株 通过 支气管 灌注 的 方式 注入 小 鼠 肺 胜 ， 对 照 组 灌注 等 
量 灭 戎 生 理 盐 水 。 与 对 照 组 相 比 ， 实 验 组 小 鼠 在 接种 后 表现 出 寒战 、 嗜 睡 和 萎靡 
不 振 等 症状 。 肺 组 织 切 片 HE 染色 显示 实验 组 肺泡 腔 内 有 明显 液体 渗 出 并 伴 有 大 
量 细胞 浸 洞 ， 肺 泡 结构 破坏 。 肺 泡 灌 洗 液 细胞 图 片 显示 对 照 组 主要 为 单 核 巨 噬 细 
胞 ， 而 实验 组 则 表现 为 大 量 的 中 性 粒 细胞 〈 图 3) 。 以 上 结果 显示 细菌 性 肺炎 模 
型 建立 成 功 ， 可 用 于 后 续 的 研究 工作 。 


为 了 观察 SP-B 蛋白 +1580 多 态 性 在 细菌 性 肺炎 中 的 可 能 生理 功能 ， 我 们 对 
携带 不 同等 位 基因 的 转基因 小 鼠 进 行 细 菌 性 肺炎 进行 造 模 , 收集 肺泡 灌 洗 液 分 析 
SP-B 蛋白 的 表达 情况 。 我 们 的 结果 显示 , 无 论 是 携带 等 位 基因 T 还 是 等 位 基因 C, 
感染 后 的 小 鼠 均 表现 出 SP-B 蛋白 的 分 泌 水 平 明 显 下 降 〈 图 4A) ,结果 具有 统计 
学 差异 〈p《0. 01) 〈 图 4 40) , 但 是 不 同等 位 基因 之 间 没 有 表现 出 明显 差异 (图 
4A) ， 提 示 我 们 不 同 的 等 位 基因 对 SP-B 的 蛋白 表达 量 没有 明显 影响 ， 可 能 是 通 
过 影响 SP-B 蛋白 的 功能 而 表现 出 对 肺 部 疾病 的 不 同 敏感 性 。 
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图 3 人 SP-B 转基因 小 鼠 细 菌 性 肺炎 模型 的 建立 细菌 感染 组 与 对 照 组 小 鼠 和 肺泡 结 构 及 肺泡 
灌 洗 液 中 细胞 的 差异 


Fig. 3 Bacterial pneumonia model in hSP-B transgenic Mice. The lung tissue structure 


and cells from BALF in Sham and infection groups. 
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图 4 细菌 性 肺炎 模型 中 人 SP-B 蛋白 表达 分 析 A) 感染 组 与 对 照 组 BALF 中 的 hSP-B 蛋白 表达 


量 ，B) ，C) 统计 学 分 析 显 示 两 组 之 间 具 有 统计 学 差异 (p<0.01) o 


Fig.4Western blot analysis of hSP-B expression in BALF of sham and infection group. 
A) The hSP-B expression in sham and infection group. B), C)There is a significant 


difference between the two groups (p<0. 01) 


3 讨论 


肺泡 表面 蛋白 是 维持 呼吸 时 肺 功能 正常 发 挥 的 必 不 可 少 的 成 分 , 其 中 最 重要 
的 是 肺泡 表面 活性 蛋白 B (SP-B) 。SP-B 通过 两 条 途径 影响 肺 功能 的 发 挥 : 1) 
通过 与 脂 质 单 分 子 层 作 用 减少 肺泡 折 受 时 脂 质 的 破坏 和 丢失 ;2) 降低 肺泡 表面 
的 张力 防止 肺泡 塌陷 。 维 持 正 常 成 人 肺 功能 需要 SP-B 的 量 至 少 为 正常 水 平 的 
25%"”。 有 文献 报道 ， 位 于 SP-B 基因 +1580 处 的 基因 多 态 性 可 以 影响 SP-B 蛋白 
的 生理 功能 ， 携 带 等 位 基因 C 的 SP-B 活性 降低 ”. 为 了 进一步 研究 SP-B +1580 
基因 多 态 性 与 SP-B 蛋白 活性 的 关系 ， 我 们 课题 组 构建 了 携带 不 同等 位 基因 的 人 
SP-B 转基因 小 鼠 ， 并 通过 接种 铜绿 假 单 胞 菌 建立 了 细菌 性 肺炎 模型 。 该 转基因 
小 鼠 能 够 特异 性 地 表达 不 同等 位 基因 的 人 SP-B 蛋白 ， 且 蛋白 表达 水 平 与 正常 成 
人 体内 相近 ， 将 成 为 观察 和 研究 人 SP-B 蛋白 生理 、 病 理 功 能 的 有 力 工具 。 


RAHI SP-B 蛋白 是 一 个 分 子 量 为 8kD 的 小 分 子 疏 水 性 蛋白 ， 是 由 其 分 子 量 
为 43kD 的 前 体 蛋 白 经 过 水 解 生成 。SP-B 前 体 蛋 白 从 N 端 至 C 端 共 含有 4 个 结构 
域 : 1) 信号 肽 ， 介 导 其 合成 之 后 向 内 质 网 的 转运 过 程 ，2)N 端 肽 段 ， 是 一 个 分 
子 伴侣 ， 介 导 其 成 熟 肽 段 的 分 类 ; 3 成 熟 肽 段 ， 主 要 的 功能 肽 段 ， 参 与 构成 肺 
泡 表 面 活性 物质 ，4) C 端 肽 段 ， 不 影响 SP-B 的 转运 但 是 在 维持 lamellar 小 体 
即 SP-B 在 细胞 中 的 储存 形式 的 稳定 中 有 重要 作用 。 我 们 所 关注 的 SP-B+1580 
多 态 性 位 点 即位 于 N 端 肽 段 内 。 在 我 们 构建 的 人 SP-B 转基因 小 鼠 模型 中 ， 携 带 
T 基 因 和 C 基因 的 小 鼠 无 论 是 在 生理 条 件 下 还 是 在 肺炎 模型 中 均 表 现 出 相似 的 
SP-B 蛋白 表达 水 平 ， 提 示 我 们 该 多 态 性 位 点 对 SP-B 和 蛋白 的 转运 、 水 解 和 分 泌 没 
有 明显 影响 , 可 能 是 通过 其 他 途径 影响 SP-B 蛋白 的 功能 , 如 蛋白 质 的 加 工 修饰 ， 
需要 后 续 研 究 进一步 的 证 实 。 


目前 ， 许 多 研究 小 组 已 经 开展 了 大 量 的 关于 SP-B +1580 基因 多 态 性 与 肺 部 
疾病 的 关系 的 研究 , 其 研究 结果 显示 不 同 的 等 位 基因 确实 对 肺 部 疾病 有 不 同 的 敏 
感性 。C/C 基因 型 在 新 生 儿 呼吸 窖 迫 综合 征 中 出 现 的 比较 频繁 ”“， 而 T/T 基因 型 
在 间 质 性 肺 疾病 (interstitial lung disease, ILD) PHATE TER”. 携带 C 
等 位 基因 的 个 体 较 携带 了 T 等 位 基因 的 个 体 肺 损伤 程度 更 重 ”. 不 同等 位 基因 对 肺 
部 疾病 的 不 同 影响 的 具体 机 制 目前 还 不 清楚 , 可 能 是 由 于 等 位 基因 了 取代 C 之 后 
造成 该 位 点 参与 编码 的 氨基 酸 由 原来 的 苏 氮 酸 蔡 换 为 异 亮 氨 酸 ， 使 SP-B 和 蛋白 分 
子 上 一 个 N- 糖 基 化 修饰 位 点 的 消失 。N- 糖 基 化 作为 一 种 重要 的 转录 后 修饰 方 
式 , | Wwe Se Awe. OY. Pie, Fane AE AY A ek 
OT 在 我 们 的 研究 中 ，SP-B 蛋白 的 N- 糖 基 化 位 点 的 丢失 并 不 影响 SP-B 蛋白 的 
转运 和 分 泌 , 其 可 能 会 通过 影响 SP-B 和 蛋白 的 结构 和 构象 进而 影响 SP-B 蛋白 的 稳 
定性 和 生物 学 活性 的 发 挥 。 


4 结论 

综 上 所 述 ， 我 们 成 功 地 构建 了 +1580 位 点 携带 不 同等 位 基因 的 人 SP-B 转 基 
因 小 鼠 ， 并 成 功 地 构建 了 细菌 性 肺炎 模型 ， 为 今后 进一步 研究 人 SP-B EARE 
理 功能 与 基因 +1580 单 核 音 酸 多 态 性 之 间 的 关系 提供 了 有 力 的 工具 ， 为 今后 深入 
地 研究 SP-B +1580 位 点 不 同等 位 基因 在 肺炎 症 性 疾病 发 生 、 发 展 中 的 作用 呐 定 
了 基础 。 
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Abstract Objective: to construct the transgenic mice expressing human SP-B 
gene with different alleles in +1580 SNP and the bacterial pneumonia model. 
Methods: The hSP-B gene was integrated into the mouse chromosome to obtain the 
F, generation mice by microinjection technology. The mice were mated with mSP-B 
gene knockout mice to eliminate the mSP-B gene gradually. Using PCR technique 
to identify the genotype of mice, and to determine the allele of +1580 locus 
by sequencing. The Pseudomonas aeruginosa was inoculated into the lung of mice 
to make the model of bacterial pneumonia, and the control group was injected 
with the same amount of sterile saline. Results: F2 mice expressed human SP-B 
protein only, and the expression level of SP-B protein was similar to that in 


human lung. The +1580 locus alleles T was found in 3 mice families and allele 
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C was found in 1 mice family. After infection for 24 hours, the inflammatory 
exudation in the alveolar of mice was obvious. A large number of neutrophils 
were observed in mice alveolus. SP-B protein level was significantly reduced, 
but there was no significant difference between the different alleles. 
Conclusions: the construction of human SP-B protein expression transgenic mice 
model and bacterial pneumonia model were successful. The mice will be a powerful 
tool for the further studies on physiological function of human SP-B protein 


and the relationship between +1580 gene polymorphism and lung diseases. 


Key words: SP-B protein ; SNP; transgenic mice ; bacterial pneumonia 


